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要　　旨
　本研究では， 抗アレルギー活性を示すポリフェノールの特性及び 3種 in vitro評価系の相関関係を明ら
かにすることを目的とし，14種類のポリフェノールの抗アレルギー活性を評価した。細胞生存率は，14種







   In this study, we aimed to search for characteristic of polyphenols with anti-allergic activity using 
fifteen kinds of polyphenols, and to examine correlation of three types of in vitro assay systems, 
which are based on inhibition of intracellular Ca2+ ([Ca2+]i) level and β-hexosaminidase release from 
rat basophilic leukemia cells (RBL-2H3), and inhibition of hyaluronidase activity. A cell viability was 
signiﬁcantly decreased in two of 14 types. [Ca2+]i was signiﬁcantly inhibited in six of 12 types. The 
release of β -hexosaminidase was signiﬁcantly inhibited in six of 12 types. Hyaluronidase activity was 
inhibited more than 40% in two of 12 types. In addition, the inhibitory potencies of [Ca2+]i levels and β
-hexosaminidase release were highly correlated with anti-allergic activity (R=0.700).
Key words: polyphenol, anti-allergy, β-hexosaminidase, intracellular Ca2+, hyaluronidase
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ン酸化され活性化し，linker for activation of T 
cellsを リ ン 酸 化，phospholipase Cγ（PLCγ ）
をリクルートする。加えて，Lynによって直接活
性化された Bruton’s tyrosine kinaseも Sykとと
もに PLCγのリクルートを促進する。これらの
結果，リン酸化された PLCγによって classical 





















とが出来る 6, 14-15, 19）。本研究では，抗アレルギー
活性を示すポリフェノールの特性及び作用点の異
なる 3種類の in vitro評価系，即ち，ラット好塩






















37℃，5％ CO2 条件化，10% ウシ胎児血清（FBS，
Sigma-Aldrich）及び 100 U/mlのペニシリン－
ストレプトマイシン（ナカライテスク）を含む
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イテスク）を用い，操作手順に沿って行った。即
ち，RBL-2H3は細胞培養用96ウェルマイクロ
プレートに 6. 0× 104 cells/ well播種し，37℃，
5％ CO2 条件化で一晩培養した。100μlの PBS




L NaCl，2.7 mmol/L KCl，1.8 mmol/L CaCl2，1 
mmol/L MgCl2，5.6 mmol/L glucose，20 mmol/
L HEPES，0.1％ BSA，pH 6.8）で 2回洗浄した。
MT緩衝液で溶解した 100μlのポリフェノール
試料を添加し 10分間反応後，50 ng/mLの DNP-
labeled human serum albumin（DNP-HSA，
Sigma-Aldrich）を 10μl加え，さらに30分間反
応させた。200μlの PBSで 2回洗浄後，10μlの
生細胞数測定試薬 SFを含む DMEM 100μlを細
胞に加え 37℃，30分間反応させた。その後，直
ちに xMarkTM マイクロプレート吸光分光光度計











洗浄した後，100μlの Fluo 3 AMで 1時間反応
させた。反応後，200μlの PBSで 2回洗浄し，
PBSで溶解した100μlのポリフェノール試料を











　 脱 顆 粒 阻 害 作 用 は， 脱 顆 粒 中 の 酵 素 β
-hexosaminidaseの放出阻害活性で評価した 17）。
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表 1．各種ポリフェノールの特徴
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mlの PBSで 2回洗浄した後，10% FBSを含む
DMEM で 50 ng/mLに溶解した抗 DNP-IgE抗







細胞を 0. 1％ Triton X-100/MT緩衝液で溶解す
ることで細胞溶解液を得た。培養上清及び細胞
溶解液それぞれ50μLを96ウェルプレートに移
し，37℃ で 5分 間 加 温 後，50μLの 0. 1 mol/L
クエン酸緩衝液，pH 4. 5に溶解した 3. 3 mmol/
L p-nitrophenyl-2-acetoamido-2-deoxy-β 
-D-glucopyranosideを加え，37℃で25分間反応
させた。反応溶液に100μLの 2. 0 mol/Lグリシ












法により行った。すなわち，各抽出液 0. 1 mlに 0. 1 
M酢酸緩衝液（pH 4. 0）に溶解した 4 mg/mlの
ヒアルロニダーゼ溶液（Sigma-Aldrich）を 0.05 
ml加えた。37℃で20分間放置した後，0. 5 mg/
ml の Compound 48/80（Sigma-Aldrich） を 0.1 
ml加えた。さらに，37℃で20分間放置した後，
0. 1 M酢酸緩衝液（pH 4. 0）に溶解した 0. 8 mg/
mlのヒアルロン酸（和光純薬）を 0. 25 ml加え
た。37℃で40分間放置した後，0. 1 mlの 0. 4 N
の水酸化ナトリウムを加えた。0. 1 mlのホウ酸
溶液（pH 9. 1）を添加し，沸騰水浴中で 3分間
加熱後，室温まで冷却した。試験管を氷中に移し，
p-DAD試薬（和光純薬；p-DAD 5 g，10 N塩酸























　 図 1に， ポ リ フ ェ ノ ー ル の 細 胞 生 存 率 を
示 す。14種 類 の ポ リ フ ェ ノ ー ル の う ち，（-）
-epigallocatechin，Tannic acid に お い て 有 意
に細胞生存率の低下が認められた（p < 0.05）。





 3 種 in vitro 評価系を用いたポリフェノールの抗アレルギー活性評価について（田中・鈴木・吉本・香西・岡本）  5
ᅗ 1㸬ྛ ✀࣏ࣜࣇ࢙ࣀ࣮ࣝࡀ RBL-2H3⣽⬊ࡢ⏕Ꮡ⋡࡟ཬࡰࡍຠᯝ ヨᩱ⃰ᗘ㸸100 μmol/L  ᐃ್ࡣ 3㐃ࡢᐇ㦂ࡢᖹᆒ್࡛࠶ࡾ㸪࢚࣮ࣛࣂ࣮ࡣᖹᆒ್sᶆ‽೫ᕪࢆ⾲ࡍࠋ*p < 0.05, **p < 0.01, 
vs. control 
ᅗ 3㸬ྛ ✀࣏ࣜࣇ࢙ࣀ࣮ࣝࡀ RBL-2H3⣽⬊ࡢ⬺㢛⢏࡟ཬࡰࡍຠᯝ ヨᩱ⃰ᗘ㸸100  ᐃ್ࡣ 3㐃ࡢᐇ㦂ࡢᖹᆒ್࡛࠶ࡾ㸪࢚࣮ࣛࣂ࣮ࡣᖹᆒ್sᶆ‽೫ᕪࢆ⾲ࡍࠋ*p < 0.001, vs. control 
ᅗ 2㸬ྛ✀࣏ࣜࣇ࢙ࣀ࣮ࣝࡀ RBL-2H3⣽⬊ࡢ[Ca2+]i࡟ཬࡰࡍຠᯝ ヨᩱ⃰ᗘ㸸100   ᐃ್ࡣ 3 㐃ࡢᐇ㦂ࡢᖹᆒ್࡛࠶ࡾ㸪࢚࣮ࣛࣂ࣮ࡣᖹᆒ್sᶆ‽೫ᕪࢆ⾲ࡍࠋ*p < 0.05, **p < 0.01, 
***p < 0.001, vs. control 











































































































































れ ま で に Tangeretin12） や（-）-epigallocatechin 
gallate4, 8），（-）-epicatechin gallate8），Curcumin9），
Myricetin3, 7）が抗アレルギー活性を示すことが
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